活性酸素消去能を有する（ヘモグロビン－アルブミン）クラスターの合成 by 保坂 仁美
[保坂 仁美、1] 
A-11 
活性酸素消去能を有する(ヘモグロビン-アルブミン)クラスターの合成 
Synthesis of Hemoglobin-Albumin Clusters Having  
Reactive Oxygen Scavenging Ability 
 
応用化学専攻 保坂 仁美 
HOSAKA Hitomi 
 
【目 的】 
ヘモグロビン(Hb, Mw: 64.5 kDa)の分子表面にヒ
ト血清アルブミン(HSA, Mw: 66.5 kDa)を複数個結
合したコア-シェル型の(ヘモグロビン－アルブミ
ン)クラスター(Hb-HSAm)は、生理条件下で酸素を
吸脱着できる新しい人工酸素運搬体(赤血球代替物)
である 1)。しかし、中心 Hb が自動酸化されると、
その酸素運搬能は徐々に失われていく。また、自動
酸化の過程で生成するスーパーオキシド(O2－・)や過
酸化水素(H2O2)などの活性酸素が、Hb のさらなる
酸化を促進する。そこで我々は、Hb-HSAmに活性酸
素消去能を持たせれば、より安定度の高い酸素錯体
が得られるのではないかと考えた。 
本研究は、Hb-HSAmのHSAユニットにO2－・およ
びH2O2不均化能を有する白金ナノ粒子(PtNP)2)を担
持させたHb-HSAm(PtNP)クラスタ (ーFig. 1)を合成
し、その構造と酸素結合能を明らかにすることを目
的とした。 
Fig. 1 Structural model of Hb-HSA3(PtNP). 
 
【結果と考察】 
1. HSA-PtNPの合成と構造 
 PtNPはクエン酸還元法により調製した 3)。271 µM
テトラクロロ白金酸水溶液を沸騰させ、クエン酸三
ナトリウムを7.6倍量加え 1時間還流、放冷後、HSA
を 7.9×10－3倍量加えることで、HSA-PtNP 水溶液を
得た。余剰のクエン酸とPt 2+イオンは限外ろ過によ
り除去した。透過型電子顕微鏡(TEM)観察から、直
径1.8 nmのPtNPがHSAと1:1で結合している構造
が明らかとなった(Fig. 2A)。HSAの中心部にはLys、
His、Argが多く存在している溝(subdomain IIAとIIIA
の間の青色部分)があり、クエン酸(負電荷)で覆われ
た PtNP は、この溝に結合しているものと考えられ
る(Fig. 2B)。蛍光消光実験から見積もった PtNP の
結合定数(K)は、1.1×107 M－1であった。 
Fig. 2 (A)TEM image of Hb-HSAm(PtNP). (B)Surface 
charge of HSA (blue: positive, red: negative). 
 
2. HSA-PtNPの活性酸素不均化能 
得られたHSA-PtNPの活性酸素不均化能をシトク
ロムc法により評価した。HSA-PtNPの IC50値は0.16 
µMであり、天然のCu,Zn-SOD(IC50 = 0.04)に迫る高
い O2－・不均化能を持つことがわかった。HSA のみ
では全く不均化反応は観測されなかった。一方、
HSA-PtNPのH2O2不均化能は、100倍モル量のH2O2
を添加した後のH2O2分解速度により評価した。50%
の H2O2 が分解する時間(T50)を指標とすると、
HSA-PtNPでは19 minとなり、HSAのみに比べて高
いH2O2不均化能を有することがわかった。 
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3. Hb-HSAm(PtNP)の合成 
Hb 溶液に架橋剤 Succinimidyl-[N-maleimido 
methyl]cyclohexane-1-carboxylate(SMCC)を20倍量添
加し、2時間撹拌することによりHb表面にマレイミ
ド基を構築した。それを HSA10 倍モル量溶液に滴
下し、室温、遮光下で5時間撹拌、ゲル濾過クロマ
トグラフィーを用いて Hb-HSAm(平均 HSA/Hb 比
3.0)を分離した。得られたクラスターにPtNP(Hbに
対して等倍モル量)を加えることでHb-HSAm(PtNP)
を得た。PtNPのKは1.1×107 M－1であった。 
4. Hb-HSAm(PtNP)の酸素結合能 
酸素親和性(P50)、Hill 係数(n)は Hemox Analyzer
を用いて決定した。Hb-HSAmのP50は 9 Torrであり、
原料Hbの値(23 Torr)に比べ低い値となった(酸素親
和性は高い)(Table 1)。これは Lys82 やCys93 など
の鍵アミノ酸が SMCC により修飾され、Hb が酸素
結合力の高い構造で固定さたためと考えられる。 
Hb-HSAm(PtNP)のP50は9 TorrでHb-HSAmと同等
であった。PtNP がHSA ユニットに結合しても、中
心Hbの酸素親和性に変化はないことがわかった。 
 
Table 1 O2 binding parameters (P50, n) and autoxidation rate 
constants (kox).(pH7.4, 37oC). 
 
5．Hb-HSAm(PtNP)の酸素錯体安定性 
Hb、Hb-HSAm、Hb-HSAm(PtNP)の各酸素錯体水
溶液(PBS、[Hb] = 10 µM)を調製し、UV-vis.スペク
トルにおける 630 nm(メト体由来)の吸光度の継時
変化から自動酸化速度定数(kox、37oC)を算出した
(Table 1)。Hb-HSAm(PtNP)のkoxは0.039 h－1であり、
Hb(0.037 h－1)や Hb-HSAm(0.035 h－1)の値と変わら
なかった。 
血中のH2O2濃度は0~35 μMと報告されている 4)。
そこで各試料溶液に 20 μM の H2O2 を添加し、Hb
の酸化速度を測定した(Fig. 3)。25 oCで3時間撹拌
すると、Hb は 72%が酸化したが、Hb-HSAmの酸化
率は 55%にとどまった。さらに Hb-HSAm(PtNP)の
酸化率は17%まで抑制された。Hb-HSAm(PtNP)では
HSAに結合したPtNPがH2O2を除去するため、中心
Hbの酸化が大きく抑えられたと考えられる。 
Fig. 3 Time course of metHb ratio of Hb, Hb-HSAm, and 
Hb-HSAm(PtNP) ([Hb]=10 μM) in 20 µM H2O2 solution 
(25 oC). 
 
【結 論】 
HSA に活性酸素不均化能を有するPtNP を結合さ
せたHSA-PtNP を調製し、そのO2－・およびH2O2消
去能を明らかにした。さらに、Hb-HSAmの HSA ユ
ニットにPtNPを包接させたHb-HSAm(PtNP)を合成
した。Hb-HSAm(PtNP)の koxはHbと同等であったが、
20 µM H2O2水溶液中では、中心Hbの酸化は大きく
抑制されることがわかった。HSA ユニットに PtNP
を担持させることにより、Hb-HSAmの酸素錯体安定
度は大きく向上した。 
【参考文献】 
1) T. Komatsu et. al., Biomacromolecules 2013, 14, 1816. 
2) M. Kajita et. al., Free Radical Research 2007, 41, 5733. 
3) G. C. Bond, Trans Faraday Soc. 1956, 52, 1235. 
4) M. A. Boegehold et. al., FEBS Letters 2000, 486, 10-3. 
【発表リスト】 
学会発表 日本化学会第 92 回春季年会(2012.3、神奈
川)、93 回春季年会(2013.3、滋賀)、錯体化学会第 63
回討論会(2013.11、沖縄) において 3件 
論 文 Covalent Core-Shell Architecture of Hemoglobin 
and Human Serum Albumin as an Artificial O2 Carrier, 
Biomacromolecules 2013, 14, 1816. 
Hb + H2O2
Hb-HSAm+ H2O2
Hb-(HSA-PtNP)m+ H2O2
-0.1
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
10uM Hb
10uM HemoAct
10uM HemoAct 10uM PtNP
10uM HbHb
M
et
 H
b
(％
)
Hb + H2O2
Hb-HSAm+ H2O2
Hb-(HSA-PtNP)m+ H2O2
-0.1
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
10uM Hb
10uM HemoAct
10uM HemoAct 10uM PtNP
10uM HbHb
M
et
 H
b
(％
)
Hb + H2O2
Hb-HSAm+ H2O2
Hb-(HSA-PtNP)m+ H2O2
-0.1
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
10uM Hb
10uM HemoAct
10uM HemoAct 10uM PtNP
10uM HbHb
M
et
 H
b
(％
)
Hb + H2O2
Hb-HSAm+ H2O2
Hb-(HSA-PtNP)m+ H2O2
-0.1
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
10uM Hb
10uM HemoAct
10uM HemoAct 10uM PtNP
10uM HbHb
M
et
 H
b
(％
)
Hb + Hb-HSA + H2O2
Hb-(HS - t ) + H2O2
4
0
50
100
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
72
55
17
M
et
H
b
(％
)
Time (h)
Sample P50 (Torr) n (-) kox (h-1)
Hb 23 2.6 0.037
Hb-HSAm 9 1.2 0.035
Hb-HSAm(PtNP) 9 1.2 0.039
